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RESUMO 
 
 
A oclusão vascular temporária do fluxo hepático é um dos procedimentos essenciais 
nas cirurgias hepáticas. Muitas pesquisas relacionadas à isquemia e reperfusão 
(I/R) em ratos Wistar, seja através de interrupção por pouco tempo, ou período 
maior, têm demonstrado sérias complicações causadas por lesões de I/R. 
Pesquisas demonstram grandes alterações metabólicas e fisiológicas quando 
analisadas durante, ou nas primeiras horas após o experimento. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar as alterações hepáticas morfológicas e bioquímicas tardias, 
ocorridas após pinçamento total ou parcial do hilo hepático em ratos Wistar. Um 
total de 26 ratos Wistar, machos, peso médio 315,5 ± 61,5g foram utilizados em dois 
estudos. No primeiro estudo, 12 ratos foram divididos em dois grupos: Grupo 
Pinçamento do Ducto Biliar Comum (PDBC; n=6) foram submetidos à anestesia 
com tiopental sódico iv, à incisão abdominal até 2cm, tendo o ducto biliar isolado, 
dissecado e pinçado por 10 minutos. Após este tempo, a pinça foi retirada e a 
incisão fechada. Grupo Operação Simulada I (OSI; n=6) em condições de 
normalidade, os animais foram submetidos unicamente à anestesia e laparotomia 
e, posteriormente, a exames de controle. Nos dois grupos após o 28ºdia foram 
realizadas biópsias hepáticas e exames bioquímicos seguidos de eutanásia dos 
animais. Observamos que 83% dos animas do grupo PDBC apresentaram dilatação 
do colédoco, com alterações histológicas hepáticas: proliferação ductular, formação 
de septos, focos de necrose do parênquima, com formação de micro abcessos e 
alterações dos exames bioquímicos, quando comparados aos animais do grupo OSI 
(p < 0,05). No segundo estudo, 14 animais foram anestesiados com ketamina 5% 
(30mg/Kg) e xylazina 2% (30mg/Kg) via intraperitoneal. No grupo clampeamento 
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intermitente do pedículo hepático (CIPH; n=7) os animais foram submetidos à 
incisão em U no abdome; o pedículo hepático foi isolado, dissecado e submetido a 
pinçamento, com micro pinça, intermitente por 4 ciclos de 5 minutos de isquemia, 
seguidos de 5 minutos de reperfusão, e a incisão foi fechada.  No Grupo Operação 
Simulada II (OSII; n=7) os animais foram submetidos à anestesia, laparotomia e 
manipulação do pedículo hepático e, posteriormente, ao controle dos exames. Em 
todos os animais no 35o dia, após jejum de 12 horas, foi realizada nova anestesia 
para coleta da biópsia hepática e sangue para dosagem de alanina 
aminotransferase (ALT) e de aspartato aminotransferase (AST). A análise 
estatística foi realizada pelo teste Mann-Whitney para comparação de médias com 
significância de 5%. Observamos que todos os animais do grupo CIPH 
apresentaram dilatação do colédoco e aumento significativo nas enzimas hepáticas 
(p<0,05). Na avaliação histológica constatamos proliferação ductular (100% dos 
casos), septos porta-porta (42,8%), formação de nódulos (42,8%), focos de necrose 
(14,2%) e rolhas de bile (14,2%). No grupo OSII estas alterações não foram 
encontradas. Concluímos que o pinçamento do ducto biliar (10 minutos) foi 
suficiente para gerar importantes alterações morfológicas hepáticas e do colédoco, 
confirmadas através de análise enzimática e histológica, podendo, portanto, ser 
utilizado como modelo de obstrução biliar, visando estudos semelhantes.  
Constatamos, também, que o pinçamento intermitente do pedículo hepático 
provocou lesões semelhantes na árvore biliar e no parênquima hepático. 
Palavra chave: Isquemia, Reperfusão, Fígado – Lesões, Colestase, Modelos 
animais, Constrição. 
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ABSTRACT 
 
 
The temporary vascular occlusion of the hepatic blood flow is one of the essential 
procedures in hepatic surgery. Many researches are related to ischemia and 
reperfusion (I/R) in rats, either through interruption for a short time period or higher 
and all has shown serious complications caused by I/R injury. Researches have 
demonstrated, in the early analysis severe metabolic and physiological disorders but 
there are not reports about hepatic injuries after late analysis. The objective was to 
assess the morphological and biochemical hepatic late alterations occurring after 
total or partial hepatic pedicle clamping, in Wistar rats. A total of 26 male Wistar rats, 
weighting 315.6 ±61.9g were used in two studies. In the first, 12 rats were distributed 
into two groups: bile duct clamping group (BDCG; n = 6); anesthetized with thiopental 
sodium; with bile duct dissection, isolation and clamped for 10 minutes. After this 
time, the clamp was removed and the incision was closed. In simulated operation 
group I (SOGI; n = 6) the animals were submitted solely to anesthesia and 
laparotomy and subsequently control exams. On the 28th day, liver biopsies and 
biochemical exams were performed. All animals were sacrificed while still under 
anesthesia. We observed that 83% of the animals of BDCG group showed dilation 
of the common bile duct with hepatic histological changes such as ductular 
proliferation, septa formation, parenchymal foci of necrosis with formation of micro 
abscesses and changes of biochemical tests when compared to SOGI (p<0.05). In 
the second study, 14 animals were anesthetized with ketamine 5% (30mg/kg) and 
xylazine 2% (30mg/kg) intraperitoneally. In intermittent Hepatic Pedicle Group 
(IHPC; n = 7) the animals had the hepatic pedicle isolated, dissected and submitted 
to clamping applying 4 cycles of 5 minutes of ischemia followed by 5 minutes of 
  
- x - 
reperfusion, and the incision was closed. In group operation simulated II (SOGII; n 
= 7), the animals were anesthetized, laparotomy and manipulation of the hepatic 
pedicle were performed. On the 35th day, after 12 hours fasting, anesthesia was 
induced for liver biopsy and serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate 
aminotransferase (AST) collection. The Mann-Whitney test for comparison of means 
with significance of 5% was used. In result all the animals of IHPC group had a 
dilated common bile duct and the significant increase in hepatic enzymes (p <0.05). 
In histological evaluation we found ductular proliferation (100% of cases), septa port-
portal (42.8%), nodules formation (42.8%), foci of necrosis (14.2%) and bile plugs 
(14.2%). In the group SOGII these changes were not found. We conclude that the 
short clamping time of the bile duct (for 10 minutes) was enough to cause major 
hepatic and bile duct morphological changes confirmed by enzymatic and 
histological analysis, and may therefore be used as biliary obstruction model in order 
to similar studies. We also noted that the intermittent clamping of the hepatic pedicle 
caused similar injuries in the biliary tree and in the hepatic parenchyma. 
Keywords: Ischemia, Reperfusion, Liver – Injuries, Cholestasis, Models – animal, 
Constriction. 
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INTRODUÇÃO 
O transplante hepático tornou-se o tratamento mais indicado para doentes com 
insuficiência hepática decorrente de doença hepática crônica terminal, ou hepatite 
aguda grave1,2. A reconstrução da anastomose biliar continua sendo o "calcanhar 
de Aquiles" do transplante hepático, e as complicações biliares pós-transplante 
hepático, tais como anastomoses duplas, ou triplas, representam fontes de 
morbidade, com incidência de 5-32%1,3-9. 
O clampeamento do pedículo hepático (veia porta, artéria hepática e vias biliares) 
durante o transplante é necessário, e as estratégias para tentar diminuir as lesões 
secundárias a este procedimento são inúmeras1-9, incluindo manobras cirúrgicas 
com clampeamento contínuo ou intermitente, pré-condicionamento com tempos 
menores de isquemia e reperfusão antes de períodos maiores de oclusão, drogas 
protetoras, sempre com o propósito de melhorar a sobrevida do doente10-26. 
A disfunção hepática pós-ressecção, traumatismo ou transplante hepático costuma 
ser multifatorial, podendo estar relacionada à condição pré-operatória do fígado, à 
agressão tecidual durante o procedimento operatório, ao volume hepático residual 
e às condições fisiológicas impostas ao órgão. As complicações técnicas mais 
comuns são estenose, fístulas ou cálculos no pós-operatório1-9. 
Quando ocorre obstrução das vias biliares temos o aparecimento da colestase, que 
é um distúrbio no fluxo biliar, inicialmente não acompanhado por alterações nos 
mecanismos de secreção hepatocelular. Se a obstrução for crônica, a via biliar 
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extra-hepática, por sofrer distensão pela presença da bile, pode aumentar em até 
10 vezes o seu diâmetro. Posteriormente temos uma extensão retrógrada 
progressiva da estase biliar para dentro do sistema de ductos intra-hepáticos, 
desencadeando-se uma sequência de fenômenos colestáticos27-29. 
A oclusão vascular temporária do fluxo hepático é um procedimento realizado nas 
cirurgias hepáticas, e a reperfusão deste tecido hepático isquêmico está associada 
a distúrbios circulatórios sistêmicos e aumento da permeabilidade vascular, com 
edema e desarranjo estrutural hepatocelular podendo, na dependência do tempo de 
isquemia, causar morte celular10,11. 
Um grande número de fatores e mediadores desempenha um papel na lesão I/R no 
fígado. As relações entre as vias de sinalização envolvidas são altamente 
complexas e ainda não é possível descrever, com precisão, os eventos que ocorrem 
entre a reperfusão e o resultado final da disfunção hepática30-33.  
Diferentes tipos de células estão presentes no fígado tais como: os hepatócitos, as 
células de Küpffer, as células endoteliais sinusoidais e as células dos ductos 
biliares, são suscetíveis a tipos diferentes de lesões induzidas pela isquemia e 
reperfusão durante as cirurgias hepáticas12,16. 
Na isquemia normotérmica pode ocorrer vacuolização citoplasmática, congestão 
sinusoidal e, dependendo do tempo de isquemia, focos de necrose e infiltração 
gordurosa12,19,34-38. 
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Já a isquemia hipotérmica pode apresentar edema celular e ruptura das células 
sinusoidais, mesmo com a morfologia hepatocelular aparentemente normal12,16,19,34-
38. 
Várias estratégias para proteger o fígado da lesão I/R foram desenvolvidas em 
modelos animais10-13. Esses métodos experimentais têm facilitado a reprodução, 
validação e extrapolação dos conhecimentos adquiridos. 
Em modelos experimentais usados para estudar a complexidade da lesão hepática 
na I/R, é importante a escolha da espécie animal, a idade, o sexo e as condições 
experimentais padronizadas, tais como procedimentos anestésicos e analgésicos. 
Os tipos de isquemia fria e quente, parcial ou total, tempo da isquemia e da 
reperfusão, uso de drogas como protetor hepático ou de estratégias cirúrgicas 
diversas10-16,39-41, devem também ser padronizados. 
As alterações enzimáticas observadas logo após o procedimento operatório, ou 
durante o pós-cirúrgico, são consequências da hipóxia e da reperfusão42-46. 
A enzima AST pode ser encontrada no fígado, miocárdio, músculo esquelético, 
pâncreas, pulmão e rins20,47. Qualquer dano celular nestes tecidos resulta em uma 
elevação dos níveis séricos. Com dosagem de outras enzimas, o teste de AST, 
passou a ser eficaz no diagnóstico de doença renal aguda, doença muscular 
esquelética, pancreatite e trauma, podendo apresentar níveis elevados 
transitoriamente na I/R hepática47. 
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A enzima ALT é mais utilizada para a avaliação hepática, pois os níveis hepáticos 
excedem a concentração miocárdica. Sua elevação está correlacionada ao dano 
hepatocelular agudo47. Níveis elevados são constatados na pancreatite, hepatite 
infecciosa e tóxica, cirrose, obstrução biliar, carcinoma hepático e icterícia 
obstrutiva47. Estas enzimas em concentrações elevadas são bons marcadores de 
lesões hepáticas, sendo utilizadas, também, na prática clínica para 
acompanhamento de doentes e nas alterações da permeabilidade da membrana 
plasmática11,48,49. Alguns trabalhos demonstram que a elevação de seus níveis 
depende do tempo de reperfusão15,28. 
Muitas pesquisas citam, já nos primeiros instantes após o procedimento, alterações 
metabólicas e fisiológicas10-12. Estas alterações, ainda não solucionados, têm 
gerado aumento de pesquisas relacionadas à isquemia e reperfusão (I/R) hepática, 
através do estudo da isquemia por curto ou longo período, e todas têm demonstrado 
sérias complicações causadas por lesões secundárias a I/R10-20. 
Outra causa de disfunção hepática é a obstrução biliar extra-hepática decorrente de 
processo obstrutivo que pode acontecer desde a bifurcação do ducto hepático 
comum até a papila de Vater29,50. 
Há vários métodos experimentais para se obter obstrução biliar em animais de 
laboratório, como: ligadura simples do ducto biliar, ligadura dupla e canalização do 
ducto biliar, ligadura apoiada em prótese, ligadura e enovelamento contínuo do 
ducto biliar, tração do ducto biliar em ratos Wistar, entre outros. Todos podem 
  
- 5 - 
causar lesões hepáticas e, na dependência do tempo de obstrução, podem levar à 
fibrose ou até à cirrose biliar secundária39,50-59. 
Existem fatores que são preponderantes no sucesso dos modelos de cirrose biliar 
experimental: espécie de animal utilizado, o método aplicado, o tempo de estudo 
que ocasionará a gravidade e a extensão das alterações, tanto morfológicas como 
funcionais59-62. 
Em consequência da obstrução mecânica, primariamente ocorre colestase, seguida 
de alterações dos mecanismos secretórios hepatocitários50. Inicialmente, a via biliar 
extra-hepática sofre distensão pelo acúmulo de bile e, quando a obstrução é 
prolongada, pode aumentar o seu diâmetro e desencadear os fenômenos 
colestáticos29. 
A obstrução biliar mantida leva ao aparecimento das seguintes alterações 
morfológicas no parênquima hepático29,39,57: 
a) Bilirrubinostase, que é a retenção de grânulos biliares finos no interior dos 
hepatócitos, podendo ser observada poucos dias após o início da obstrução. 
Quando esta é muito recente, será observada somente na zona 3 acinar, pois 
a drenagem biliar se faz da zona 3 para a zona 1 acinar. 
b) Reação biliar portal, caracterizada inicialmente por edema e infiltrado 
inflamatório misto (linfomononuclear e neutrofílico), seguida pela proliferação 
marginal (junto à placa limitante) de dúctulos biliares praticamente sem luz. 
c) Bilirrubinostase mais evidente, com presença de grânulos biliares 
intracitoplasmáticos mais graves. 
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d) Rosetas colestáticas com dilatação dos espaços intercelulares, com ou sem 
hepatócitos dispostos ao seu redor, e de canalículos biliares, com o 
aparecimento de rolhas biliares em pleno lóbulo. 
e) Expansão das rolhas biliares e da bilirrubinostase através das zonas 2 e 1 
acinares, por vezes tocando o espaço porta. 
f) Colestase de longa duração, levando ao aparecimento de degeneração 
plumosa dos hepatócitos com necrose hepatocelular focal (corpúsculos 
acidófilos), secundária à própria degeneração plumosa, ou à compressão 
trabecular pela dilatação canicular, resultando em necrose lítica, com o 
aparecimento de células macrofágicas e leucócitos neutrófilos no local. 
g) Colatestase traduzindo a presença de hepatócitos com o citoplasma 
vacuolado e de aspecto reticulado na zona 1 acinar, que corresponde à lesão 
menos severa que a degeneração plumosa. Necroses mais extensas de 
localização peri-portal levam ao aparecimento de infartos biliares amplos. 
h) Necrose biliar em saca-bocado é o quadro morfológico que se desenha na 
interface lobular-portal, caracterizada, então, pela proliferação ductular 
marginal, acompanhada pelo infiltrado inflamatório, colatestase e necrose 
hepatocelular periportal. 
i) Ruptura de canalículos biliares em virtude da necrose hepatócitaria com 
extravasamento de pigmento biliar no lóbulo e afluxo de células 
macrofágicas, as quais tendem a ter o citoplasma amplo e xantomatoso. Ao 
extravasamento de pigmento biliar em grande volume, dá-se o nome de lago 
biliar. 
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j) Alargamento portal com aparecimento de fibrose e proliferação ductular, com 
ductos maiores e luz central presente. Aparecem arranjos concêntricos 
periductal, com alterações do fluxo sanguíneo do plexo capilar e alterações 
atróficas e degenerativas do epitélio ductal, até o desaparecimento ductal. 
k) Septos fibrosos, inicialmente curtos para o lóbulo, acompanhados do 
processo de proliferação ductular marginal. 
l) Cicatrização lobular com presença de fibrose envolvendo células isoladas, 
ou agrupamentos celulares seguidos de anastomoses fibrosas e septos 
porta-porta, ou porta-centro, passando a envolver nódulos. 
As primeiras alterações laboratoriais citadas em modelos de obstrução biliar são a 
hiperbilirrubinemia, aumento de fosfatase alcalina e de gama glutamil transferase, 
que causam impedimento de excreção biliar e refluxo para o sangue, e dependem 
do grau de obstrução biliar39,54,59. A lesão do parênquima hepático pode ser 
observada, posteriormente, através da avaliação histológica57,63. 
Em ratos, os efeitos das ligaduras simples convencionais do ducto biliar têm sido 
estudados há muitos anos39,54,59. Há descrições que ao redor da terceira semana, 
após a ligadura dupla do ducto biliar, ocorre dilatação sacular da porção proximal 
do ducto hepático e aparecimento de nódulos de regeneração e atrofia celular, com 
presença de bandas de fibrose discreta e proliferação ductular39,54,55,57. Pode 
ocorrer recanalização do ducto biliar por reabsorção dos fios da ligadura54,55. 
Outros modelos de cirrose foram estabelecidos, tais como o uso de próteses de 
silicone atadas lateralmente ao ducto biliar, dificultando a recanalização, ou 
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ligadura, além de enovelamento contínuo do ducto biliar e até mesmo ligadura e 
transecção deste54-56. No novo modelo experimental de obstrução biliar em ratos 
Wistar; o ducto biliar é tracionado e fixado ao apêndice xifóide evitando a 
recanalização29. A disfunção hepática é causada pela interrupção do fluxo biliar 
contínuo com auxílio de algum material, ou definitivamente por ligadura e secção do 
ducto29,39,54-58. Entretanto, todas as técnicas de obstrução biliar em ratos, 
necessitam da introdução, ou fixação de algum material, que pode ser considerado 
estranho, por ser mantido dentro do abdômen do animal, podendo até interferir no 
resultado da pesquisa, pelo fato de poder provocar sangramentos ou ocorrer 
processos de recanalização do ducto biliar. 
Mediante a prerrogativa descrita acima, se faz necessário um modelo menos 
agressivo de obstrução biliar no rato Wistar, interrompendo o fluxo biliar com 
clampeamento do colédoco por pequeno período, deixando a veia porta e a artéria 
hepática livre. O procedimento cirúrgico é rápido e fácil, sem necessidade de manter 
a fixação, ou introdução de algum material, pelo tempo da obstrução do animal. 
Outro método cirúrgico que merece ser mais investigado é o efeito tardio no rato da 
manobra de Pringle64, pelo fato das vias biliares sofrerem uma oclusão, juntamente 
com a veia porta e artéria hepática. 
Em estudos de I/R hepática o clampeamento do colédoco intermitente, é usado 
como protetor de lesões hepáticas10-20. Não há relatos de que este procedimento 
leve a lesões biliares tardias em modelos experimentais. 
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Ainda quanto ao clampeamento intermitente, alguns autores referiram que na fase 
precoce houve alterações das aminotransferases, bem como alterações 
histopatológicas como necrose, congestão vascular, infiltrado inflamatório e 
esteatose hepática65-68. 
Já na fisiopatologia da lesão de I/R hepática, usando-se o clampeamento 
intermitente, os pesquisadores descreveram alguns mecanismos intra e extra-
hepáticos envolvidos em duas fases distintas67,68. A fase inicial, ou aguda, acontece 
nas primeiras horas (3 a 6 horas), após a reperfusão, e está associada à produção 
de espécie reativa de oxigênio, pelas células de Küpffer ativadas, e pela redução da 
cadeia respiratória nos hepatócitos e células endoteliais sinusoidais67,68. Em outros 
estudos relacionados às fases subsequentes, após 6 a 24 horas, observou-se a 
ocorrência de um intenso processo inflamatório, mediado por oxidantes originados 
de células extra-hepáticas66,69. 
Entretanto, por não haver referência, na literatura, a um tempo maior que 28 dias, 
optou-se, no presente estudo, pela avaliação das aminotransferases, da 
histopatologia do fígado e da morfologia do colédoco, após a manobra de Pringle, 
realizada de modo intermitente em ratos Wistar. 
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OBJETIVOS 
Objetivo Geral 
 Avaliar as alterações hepáticas morfológicas e bioquímicas tardias ocorridas 
após clampeamento total ou parcial do hilo hepático no rato Wistar. 
Objetivos Específicos 
 Avaliar as alterações hepáticas tardias, pós-pinçamento rápido do ducto biliar 
comum (PDBC) em ratos Wistar. 
 Avaliar alterações hepáticas que ocorrem tardiamente, após o clampeamento 
intermitente do pedículo hepático (CIPH), em ratos Wistar. 
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CAPÍTULOS 
Capítulo 1 - Artigo 1 
 
  
- 12 - 
 
Figura 1 - A: Dilatação do colédoco observada no 28° dia pós-operatório no grupo submetido a pinçamento de 10 
minutos do colédoco (PDBC). B: Espaço porta com intensa proliferação ductular e moderada inflamação mista (HE 200x) 
observada no 28° dia pós-operatório no grupo submetido a pinçamento de 10 minutos do colédoco (PDBC) 
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Tabela 1: Dados descritos de acordo com exames laboratoriais e aspectos histológicos observado nos grupos estudados 
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Capítulo 2 - Artigo 2 
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Figura 1: Dilatação do ducto biliar comum e incisão em “U”  
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Figura 2: Avaliação histológica do fígado 
Tabela 1: Teste laboratorial e avaliação histológica do fígado 
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DISCUSSÃO 
O método amplamente utilizado durante o transplante, ou cirurgia hepática, consiste 
no clampeamento do pedículo hepático aferente, descrito por PRINGLE em 190864. 
Embora o tratamento padrão para os casos de insuficiência hepática terminal seja 
o transplante hepático, a disfunção do enxerto ainda é a importante causa de 
morbidade e mortalidade pós-operatória. São inúmeras as informações e respostas 
às teorias do que acontece após este fenômeno de isquemia e reperfusão hepática, 
em trabalhos experimentais, sendo que, na maioria dos estudos, as avaliações pós-
operatórias são realizadas nos primeiros minutos, ou primeiras horas ou dias10-20,66-
76. 
No presente estudo documentou-se a possibilidade de investigar, no rato Wistar, 
dois fenômenos pouco compreendidos: a isquemia e reperfusão hepática e a 
obstrução biliar extra-hepática. Padronizamos dois métodos simples e bastante 
eficazes, possíveis de estudar a recuperação ou lesões hepáticas tardias após 
isquemia e reperfusão hepática, e também a obstrução biliar extra-hepática. 
O modelo foi validado para avaliações tardias, após 28 dias, de oclusão completa 
do suprimento sanguíneo hepático a todo o órgão. Os dados referentes a este 
modelo, são consistentes com os dados disponíveis a partir de outros modelos 
animais de isquemia hepática total, e de seres humanos16-20. 
Nossa pesquisa foi desenvolvida com ratos Wistar, machos, adultos, já que 
pesquisas apontam que os ratos mais jovens podem apresentam diferenças 
  
- 19 - 
significativas em sua microcirculação hepática, que os ratos velhos são mais 
propensos a infecções respiratórias e acúmulo de gordura, e que as fêmeas podem 
apresentar disfunção hormonal19,63. 
No estudo de isquemia e reperfusão foram usados dois modelos nos quais 
realizamos o clampeamento intermitente do pedículo hepático total (CIPH), e em 
que a veia porta, artéria hepática e ducto biliar, foram pinçados juntos. No outro 
trabalho referente ao pinçamento de curto período do ducto biliar comum no rato 
Wistar (PDBC) deixamos a veia porta e artéria hepática livres, interrompendo só o 
fluxo biliar. 
A literatura mostra dados conflitantes com relação a vários métodos cirúrgicos 
adotados, ou à escolha do animal. O rato não é o animal mais indicado para tal 
procedimento cirúrgico, e os animais de médio porte costumam ser mais utilizados 
66-69. No estudo da isquemia e reperfusão no rato, o método mais empregado é o da 
isquemia parcial por clampeamento dos lobos lateral esquerdo e mediano, ou pelo 
método segmentar13,14. A avaliação da função hepática, bem como as alterações 
estruturais realizam-se nas fases precoce ou intermediária, como citado por alguns 
autores ou na fase inicial e subsequente11-20,65-69. 
Pesquisadores avaliam as possibilidades de proteção do fígado das lesões que 
surgem com a I/R através de métodos cirúrgicos, como o pré-condicionamento 
cirúrgico, onde o bloqueio do fluxo hepático é realizado em um período menor de 
isquemia, seguido por pequeno período de reperfusão, antes da realização da 
isquemia e reperfusão por períodos mais prolongados13,14,16,17,21,22,25,27,77. 
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Outro método cirúrgico é o intermitente onde vários tempos de isquemia são 
intercalados com vários tempos de reperfusão20,66-68. 
Enfim, todo o procedimento cirúrgico experimental, independente do animal 
utilizado, busca comparar o máximo de procedimentos utilizados pelos cirurgiões. 
No dia a dia com seus doentes, junto aos dados obtidos em estudos experimentais; 
no entanto, observamos que estes são resultados avaliados em períodos menores 
que 30 dias, e que a maioria das avaliações são realizadas precocemente. 
Após nos inteirarmos de estudos que compararam a idade do homem com a idade 
do rato19,78-79, e sabendo que o organismo nos surpreende na recuperação, tanto 
fisiológica como metabólica de cada ser vivo, de muitas maneiras, passamos a dar 
maior importância ao tempo de isquemia e reperfusão, ainda que consideremos 
que, às vezes, estes tempos não podem ser comparados aos dos doentes pela 
diferença fisiológica que há entre as espécies estudadas. 
Na realização do pinçamento intermitente, por curto período do pedículo hepático, 
anestesiamos os animais com xilazina e quetamina, injetados na cavidade peritonial 
para manter a anestesia e analgesia por um período de até 40 minutos de 
procedimento cirúrgico.  Nos ratos que foram submetidos ao pinçamento de 10 
minutos do colédoco, optamos pela anestesia intra-venosa (IV), com pentobarbital 
sódico na veia caudal, por ser um procedimento rápido, facilitando o controle do 
anestésico que foi eficiente para anestesia e analgesia. 
Em ambos os métodos de anestesia, para favorecer e manter a respiração 
adequada dos animais, foi administrado oxigênio num fluxo contínuo 2,0 litro/min, 
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fornecido em campânula plástica semi-aberta. Durante todos os procedimentos 
operatório não constatamos óbito durante a operação, e nem no pós-operatório. 
O substancial de sobrevida de 100% está, portanto, relacionado não só ao método 
de anestesia adotado, como também aos procedimentos cirúrgicos, que foram 
simplificados ao máximo. No procedimento de oclusão do ducto foram adotados 
cuidados como a redução da laparatomia, de (1,5 à 2,0 cm), visando favorecer a 
cicatrização, evitando sangramento e risco de infecções, não promovendo grande 
manuseio das vias biliares, evitando lesão ductal, bem como sangramentos e lesão 
de outros órgãos. Estas causas foram consideradas como principais riscos de 
mortalidade nas duas primeiras semanas em modelos experimentais29,53. Estes 
procedimentos foram padronizados em trabalho anterior de nosso laboratório29,53. 
Outro procedimento muito importante a ser observado é que na maioria dos 
procedimentos operatórios relatados, com animais de pequeno porte, despreza-se 
cuidados de assepsia53,54,80-84. Em nosso experimento, no entanto, cuidados 
especiais de assepsia foram adotados durante todo o procedimento cirúrgico. 
A técnica de coleta do sangue para dosagens de exames pode influenciar muito nos 
resultados das pesquisas. Em nosso protocolo de estudo, essa foi uma das 
primeiras etapas a ser estabelecida, principalmente quando trabalhamos com 
animal de pequeno porte. Em dosagens de enzimas, procurando se evitar hemólise, 
é de grande importância a qualidade e a quantidade das amostras para dosagem 
do perfil hepático. 
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Para realizar o clampeamento do colédoco, o afastamento da borda inferior do 
fígado e a tração antero-caudal da alça duodenal geralmente expõem as estruturas 
biliares29. Neste procedimento, utilizamos haste flexível de algodão e gaze cirúrgica, 
o que evitou sangramentos sendo, portanto, outro fator relacionado à sobrevida dos 
animais. 
No clampeamento intermitente vários tempos de isquemia com reperfusão, para 
evitar qualquer deslize no procedimento cirúrgico, padronizamos a técnica de 
abertura em “U”, da parede abdominal do rato. Este método de abertura nos 
proporcionou uma visão ampla de todo o campo operatório. Facilitou a localização 
e manuseio do pedículo e a colocação da micro pinça vascular, evitando 
sangramento e diminuindo a aderência abdominal. Facilitou, também, a abertura e 
fechamento da parede abdominal no decorrer dos tempos de I/R, no clampeamento 
intermitente, e na coleta de exames laboratoriais e das biopsias hepáticas. Este 
método de abertura ainda não tinha sido mencionado na literatura para 
procedimentos operatórios em ratos85. 
Para se verificar a tolerância à lesão de isquemia e reperfusão em modelos 
experimentais, vivo ou in vitro15,19, o tempo pré-condicionamento isquêmico é 
relatado em trabalhos científicos como determinante na proteção do fígado86,87. 
Períodos de isquemia menores que cinco minutos, ou maiores que 15, e reperfusão 
com períodos menores que cinco ou que passem de 15 minutos são considerados 
falhos, sem êxito na proteção a lesões86,87. 
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Encontramos relato com repercussão negativa da manobra de Pringle no rato em 
estudo tardio de seis horas, onde o clampeamento do hilo hepático foi de 30 minutos 
em um dos grupos, e no outro grupo dois tempos intercalados de 15 minutos86. Os 
autores relataram que não obtiveram resultados de sobrevida dos animais após seis 
horas de observação com o modelo experimental de I/R hepática normotérmica, 
utilizando a manobra de Pringle. Com isso, concluíram que o modelo foi inviável 
para ratos87. Em nossos trabalhos, os animais foram sacrificados em até 35 dias de 
pós-operatório, com total de 20 minutos de isquemia por 20 minutos de reperfusão. 
A oclusão de 20 minutos do pedículo hepático foi distribuída em tempos 
intermitentes de 5 minutos de isquemia por 5 minutos de reperfusão. O tempo de 
isquemia e reperfusão, com clampeamento total do pedículo hepático no rato pôde 
influenciar, principalmente, na sobrevida para avaliações tardias e, talvez, o tempo 
de 30 minutos usado no estudo acima tenha sido o responsável pela não 
sobrevivência dos animais87. 
Utilizamos micro pinça atraumática citada por outros pesquisadores que avaliaram 
os resultados da isquemia e reperfusão em fases mais precoces10-20,47. Observamos 
que, de imediato, após a última reperfusão do fígado, o pedículo, mas 
principalmente o ducto biliar comum voltavam ao seu diâmetro normal que variaram 
de 0,5 a 1 mm, sem lesões aparentes, como observado na literatura47. 
Foi constatada na avaliação pós-operatória, durante o decorrer do tempo de estudo, 
a alteração da coloração da esclerótica dos animais por depósito de pigmento biliar 
(icterícia), com presença de colúria e acolia fecal na maioria dos animais. Sinais 
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clínicos encontrados nos dois métodos foram compatíveis com obstrução biliar 
extra-hepática, similar aos relatados nos modelos de obstrução biliar no rato29,51-
56,58. 
Concordamos com alguns autores12,18,19 que apontam a técnica operatória, o tempo 
de isquemia e reperfusão, e também o tempo operatório, como responsáveis pela 
reperfusão ineficaz e pela obstrução de micro circulação, fenômeno este, conhecido 
na língua inglesa como “no-reflow phenomenon”, que pode influenciar no resultado 
dos transplantes e contribuir para a lesão de isquemia e reperfusão10,11,88. 
São muitos os modelos de obstrução biliar extra-hepática que ocorrem pela 
interrupção da bile no rato, tais como: ligadura simples do ducto biliar, ligadura dupla 
e canalização do ducto biliar, ligadura apoiada em prótese, ligadura e enovelamento 
contínuo do ducto biliar ou tração do ducto biliar, todos com o mesmo propósito de 
causar lesões hepáticas, podendo chegar à fibrose ou até à cirrose biliar 
secundária29,39,50-58. 
Estes modelos operatórios, em animais de laboratório, foram desenvolvidos através 
da interrupção da passagem da bile, levando à obstrução das vias biliares; na 
maioria dos métodos escritos o procedimento desta obstrução foi causado pelo fio 
cirúrgico ou cateter, para manter a obstrução biliar. Sendo este material mantido fixo 
no ducto biliar, durante todo o tempo da pesquisa, podendo acarretar sequelas 
inesperadas como: aderência, rompimento do ducto e recanalização, que é um 
fenômeno bastante discutido nestes métodos29,51-53,56,59. 
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Em  nosso trabalho de pinçamento do ducto hepático em ratos Wistar, por 10 
minutos, não foi necessário o uso de cateter ou próteses, secção, tração ou ligadura 
do colédoco; a interrupção do fluxo por curto tempo promoveu aumentos 
significativos nas dosagens séricas: de bilirrubinas totais, aminotransferase (ALT e 
AST), fosfatase alcalina e gama glutamiltransferase, quando comparados a valores 
obtidos dos ratos submetidos à operação simulada e semelhantes aos descritos em 
modelos de obstrução biliar29,48,51-55. 
Na avaliação histológica do fígado os ratos apresentaram, após 28 dias, graus 
variáveis de distorção da arquitetura, com presença de “fibrose de padrão biliar” 
(fibrose portal com formação de septos fibrosos, acompanhada de proliferação 
ductular marcada); em alguns casos houve evolução para nódulos regenerativos. 
Estes achados morfológicos e o aumento das transaminases AST/ALT, foram 
exibidos também quando avaliamos o pinçamento do pedículo hepático do rato 
Wistar após 35 dias. Na histologia do fígado todos os animais apresentaram 
proliferação ductular, alguns com septos porta-porta, focos de necrose e formação 
de nódulos e rolhas de bile. 
No presente estudo constatamos que em 100% dos animais do grupo CIPH 
(clampeamento intermitente do pedículo hepático) ocorreu dilatação do colédoco, 
com diâmetros variados, sendo macroscopicamente visível. A dilatação se formou 
a partir dos ductos intra-hepáticos em direção ao duodeno. Pensamos que a 
obstrução biliar na manobra de Pringle no rato Wistar acontece pelo pinçamento 
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das vias biliares, juntamente com a veia porta e artéria hepática, ou pelo uso de 
micro pinças inadequadas53. 
Estes achados nos levam a crer que a I/R intercalada no período estudado (total de 
20 min) no rato, estimulou a produção de bile, levando o fígado a grandes lesões, 
com distorção de sua arquitetura. Achados semelhantes a estas alterações citadas 
foram relatados em diversos modelos de obstrução biliar no rato29,51-56,59,87; 
ressaltamos que estas observações com períodos intermitentes ainda não foram 
relatadas na literatura. 
Este resultado reforça a importância do nosso trabalho para se adotar cuidados 
especiais no manuseio, pinçamento ou grandes manobras sobre as vias biliares ou 
sobre o pedículo hepático nas pesquisas experimentais. Estes cuidados, que 
provavelmente já são adotados com os doentes, devem ser redobrados ou 
repensados nas intervenções cirúrgicas de pequenos ou grandes procedimentos, 
que envolvam as vias biliares em animais. 
Em resumo, nós descrevemos que a avaliação tardia (após 28 dias) da isquemia 
hepática no rato, pode abrir novas possibilidades na busca de respostas de novos 
mecanismos da lesão de isquemia-reperfusão em diferentes condições 
fisiopatológicas. O procedimento operatório foi menos agressivo, simples e 
reprodutível, sem rompimento do ducto hepático, sem recanalização, com pouca 
aderência, sem grandes manobras cirúrgicas e quase sem sangramento, levando a 
excelente sobrevida dos animais. 
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CONCLUSÃO 
Concluímos com este estudo que lesões hepáticas tardias são provocadas por 
clampeamento total ou parcial do hilo hepático no rato Wistar. 
Nosso trabalho demonstrou que o pinçamento do ducto biliar (10 minutos), foi 
suficiente para gerar importantes alterações morfológicas hepáticas e do colédoco, 
confirmadas através de análise enzimática e análise histológica, podendo, portanto, 
ser utilizado como modelo de obstrução biliar, visando estudos semelhantes.  
Em ratos Wistar, o clampeamento intermitente do pedículo hepático na isquemia e 
reperfusão, cursou com quadro morfológico semelhante à obstrução biliar por 
provável lesão isquêmica da árvore biliar. 
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